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論 文 内 容 要 旨
DNAは,放 射線 や 様 々な化学物 質 な どによ り損 傷 を受 ける。 細 胞 はそ れ らの損傷 に対 して
DNA損 傷 修復機 構 を兼ね備 え,染 色体DNAの 安定性 を維持 してい る。 これ まで に修復機構 に
関与 す る因子 が数多 く同定 され,DNA修 復機構 の分 子 レベルでの解析 が進 み,修 復機構 と疾病
との 関連 が 明 らか にな りつ つ あ る。 その 中で も,NBS1(Nijmegenbreakagesyndrome
protein)は高発 が ん性,放 射 線高感受性 な どの表現系 を示す ナ イ ミーヘ ン症 候群 の原 因遺伝 子
に コー ドされ,修 復 因子 のMre11およびRad50と複合体(MRN複 合体)を 形 成す る。NBS1
は,損 傷部 位 に最 初 に リクル ー トされ ることか ら,DNA損 傷 のセ ンサ ータ ンパ ク質 と考 え られ
る。NBS1は,PI3(Phosphoinositide-3)リン酸 化 酵 素 群 の一 つ で あ るATM(Ataxia.
telangiectasiamutated)を損傷部位 に リクル ー トし,こ れによ り,DNA損 傷 修復反 応 を開始
させる。ATMは,DNA修 復機構 やチ ェ ックポイ ン ト機構 に関与 す る因子 を リン酸 化 し,DNA
損傷応答 の シグナル カスケー ドを活性 化す る。 しか しなが ら,セ ンサー タ ンパ ク質 であ るNBS1
がいか に損傷 を認識 し,損 傷部位 に リクル ー トされ るの かについては未 だ不 明な点 が多い。
真核生物 のDNAは,ク ロマチ ン構造 を形成 してお り,修 復 因子が損傷部位 にア クセスす るた
め には,損 傷部 位 にお けるクロマチ ン構造変換 が必 要で あ ると考 え られ る。 クロマチ ン構造変換
因子の一 つであ る,TIP60ヒス トンアセチル化酵 素 は,DNA損 傷 応答 に必 須 であ り,ピ ス トン
H2Aの バ リア ン トであ るH2AXの5番 目の リシ ン(H2AXK5)を アセ チル化 す るこ とが示
されて い る。 これ までにH2AXは,ATMに よ って リン酸化 され核 内で フ ォー カスを形 成す る
こ とが知 られて い るが,TIP60によるH2AXの アセチ ル化 は,H2AXの リン酸化 に は依存せ
ず にH2AXの ポ リユ ビキチ ン化 を誘導 し,H2AXの ク ロマチ ンか らの放 出を促 す ことが明 ら
か とな って い る。 このH2AXの ポ リユ ビキチ ン化 は,ユ ビキチ ン結合 酵素UBC13に よって行
われ る ことが示 され て い る。UBC13によ るポ リユ ビキチ ン化修飾 は,タ ンパ ク質分解系 と共役
す る もの では な く,タ ンパ ク質相互作用 に関与 す る と考 え られて い る。 従 って,H2AXの ポ リ
ユ ビキチ ン化 は,H2AXの クロマ チ ンか らの放 出に関与 す る因子 の結 合 に作 用 して いる可能性
が あ り,H2AXの アセチル化 一ユ ビキチ ン化修 飾 は,DNA損 傷 応答 にお ける新 しい クロマチ
ン構造変換 機構 に関与 してい ると考え られて いる。
本研 究で は,TIP60ヒス トンアセ チル化酵素 とセ ンサ ータ ンパ ク質で あ るNBS1が 如何 なる
関係 にあ るか を検 討 す るため に,H2AXの5番 目の リシ ンをアル ギニ ンに変 異 させ たH2AX
K5R発 現 細胞 およ びTIP60ノックダ ウン細胞を樹立 し,NBS1と 損傷 ク ロマ チ ンとの結合 につ
いて解析 した。 その結果,NBSlの 損傷 クロマチ ンとの結合 が,H2AXK5R発 現細胞 お よび
TIP60ノックダ ウ ン細 胞で は野生型細胞 と比較 して抑 制 され る ことが示 された。ATMに おいて
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も同様 に,損 傷 ク ロマ チ ンとの結合 が抑制 され,TIP60がNBS1とATMの 損傷依 存 的な クロ
マチ ンへ の結 合 を制 御 して いる ことが明 らか とな った。 さ らに,損 傷初期 のH2AXの リン酸 化
がH2AXK5R発 現細胞 お よびTIP60mt発現細 胞(TIP60変異細胞)に おいて抑制 され るこ
とが示 され た。 これ らの ことか らDNA損 傷応 答機 構 に おけ るTIP60のH2AXの アセ チル化
と リン酸 化 の翻訳 後修飾 リレー制御 の分子機構 の一 端が 明 らか とな った。
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審 査 結 果 の 要 旨
これ までにDNA修 復機構の分子 レベルでの解析 が進 み,修 復 機構 と疾病 との関連 が明 らかに
な りつつ ある。 そ の中で も,NBS1(Nijmegenbreakagesyndromeprotein)は高発 がん性,
放射線 高感 受性 な どの表現 系を示す ナイ ミーヘ ン症 候群 の原 因遺伝 子 に コー ドされ,DNA損 傷
部位 に最 初 に リクルー トされ ることか ら,DNA損 傷 のセ ンサータ ンパ ク質 と考 え られ る。NBS1
は,PI3(Phosphoinositide-3)リン酸 化 酵 素 の 一一つ で あ るATM(Ataxia-telangiectasia
mutated)を損傷 部位 に リクルー トし,ATMはDNA修 復 や チ ェックポイ ン トに関与 す る因子
を リン酸 化 し,DNA損 傷応 答の シグナル カスケ ー ドを活性化 す る。 しか しなが ら,セ ンサ ータ
ンパ ク質 であ るNBS1が いか に損傷 を認識 し,損 傷部 位 に リクル ー トされ るの か につ いて は未
だ不 明 な点 が多 い。 本研究 では,ク ロマ チ ン修 飾 がNBS1リ クル ー トに関 わ る可 能性 を検証す
るため に,DNA修 復 に重要 であ ることが既 に報告 されて い るTIP60ヒス トンアセチル化酵素 に
着 目 し,TIP60とNBS1の関係 を生化 学的手 法 と培 養細胞 での ノ ックダ ウ ン実験 な どを組み合
わせ て検討 した。 得 られた知見は以下 の通 りであ る。
1.TIP60は,ピス トンH2Aの バ リア ン トで あ るH2AXの5番 目の リシ ン(H2AXK5)を
アセチル化す る。H2AXK5を アルギニ ンに変異 させ たH2AXK5R発 現細胞,お よびTIP60
ノ ックダ ウ ン細 胞 を樹立 し,NBS1の損 傷 ク ロマ チ ンへ の結合 について 解析 した。 その結果,
NBS1と損傷 クロマ チ ンの結合が,H2AXK5R発 現細胞 やTIP60ノックダウ ン細胞で は野生
型細胞 と比較 して低 下す ることが示 された。 これ ら細胞 では,NBS1と 同様 にATMの 損傷 クロ
マチ ンとの結合 も低 下 した。 したが って,NBSlとATMの 損傷依存 的な クロマチ ンへの結 合は,
TIP60によ るH2AXア セ チル化 によ り誘導 され ると結論 され た。
2.H2AXは,損 傷初期 にATMに よ りリン酸 化 され る。 この リン酸化 は,H2AXK5R発 現
細 胞 お よびTIP60mt発現細胞(TIP60変異細 胞)に お いて抑制 された。 これ らの ことか ら,
H2AXア セチル化 はその リン酸化 も制御 す ることが示 唆 され た。
以上,本 研 究 において,DNA損 傷 のセ ンサー タ ンパ ク質NBS1や シグナル伝 達 因子ATMが
DNA損 傷 部位 ヘ リクル ー トされ る際 には,TIP60によ るH2AXの アセ チル化 が重 要 な上流 シ
グナル となる こと,さ らにこのアセチル化 はH2AXの リン酸化 を も制御 す ることが明 らか にな っ
た。DNA損 傷 応答 にお いて,ピ ス トンH2AXの アセチル化 がNBS1とATMの 活 性化 を制御
し,応 答反応 が統 合的 に制御 され る分子機構 の一 端 が解 明 された と言 え る。 この成果 はDNA損
傷応答 にお ける シグナ ル伝達機構 の解明 に資す る ところ大 であ る。
よ って,本 論文 は博士(医 学)の 学 位論 文 と して合格 と認 め る。
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